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低酸素に よ る 血 管細 胞 増殖誘 導 の 分子機構
一 血管内皮増殖因子 (V E G F)の オ ー ト ク リ ン/パ ラ ク リ ソ作用 -
金沢大学医学部脳神経外科学講座 ( 主任: 山下純宏教授)
野 村 素 弘
低酸素 に よ る血 管新生梯橋を明らか に す る目 的で , 初代培養 ヒ ト臍静脈内皮細胞 と ウ シ 網膜血 管周皮細胞を種 々 の 酸素
濃度下 で 培養 し, 1) 血 管新生 の キ ー ス テ ッ プで ある 内皮細胞 と周皮細胞 の 増殖 , 2) 血 管内皮細胞 に 特異的な増殖国子で あ
る血 管内皮増殖国子(v a s cular e ndothelialgro wth fa ctor, V E G F)お よ びそ の 受容体を コ ー ドする遺伝子の 発現 , 3) V E G F
m R N Aに 対す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 内皮細胞増殖に お よぼす効果 に つ き検討 した . そ の 結果, 1) 内皮細胞,
周 皮細胞の い ずれ に お い て も低酸素条件下 で は 通常の 酸素濃度下 に比 し生細胞数が有意 に 増加す る こ と が 認め られ た . 2)
ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト分析お よ び逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応(re v er setr a n s criptio n- POlym?r a S e Chain re a ctio n･ R T-P C R) 法に
よ り 内皮細胞 , 周皮細胞 の 両者 で V E G Fを コ ー ドする m R N A が検出され , V E G Fm R N A量は酸素濃度 の 低下 に 依存 して 著
しく増加す る こ と が見 い 出 され た . また , 内皮細胞で ほ frn s様チ ロ シ ソ キナ ー ゼ 1 (fm s-1ike tyr o sin ek inas el,fltl),fm s 様
チ P シ ソ キ ナ ー ゼ 4 (fm s-1ike tyro sin ekinase 4, flt4), キ ナ ー ゼ イ ン サ ー ト ド メ イ ン 含 有 リ セ ブ タ ー (kin a sein se rt
do m ain-C O ntaining re c eptor, kdr) の 3種の V EGF 受容体 m R N Aが酸素濃度 に関わ らず恒常的に 発現 して お り , 一 方 , 周皮
細胞 で は fltl mR N Aの 発現が 低酸素で誘導 され る こ とが 見い 出 され た . 3) V E G Fm R N Aに 相補的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ドを 化学合成 し培地中 に 投与す る と ▲ 低酸素下 で の 内皮細胞の D N A合成が有意 に 抑制 され た . 以上 の 結果か ら ,
血 管新生 の 場 となる細小血管を構成する内皮細胞 と周皮細胞 の 増殖 は低酸素 に よ り誘導 され , 内皮細胞 の 増殖誘導に は こ れ ら
の 血管細胞自身で産生 され る VE GF が オ ー ト ク リ ソ お よ び パ ラ ク リ ソ 作用 を 介 して 関与 して い るも の と結論 された .
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血管新生は , 既存 の 血 管か ら新 しい 血 管網が形成 され る現象
で , 個体の 発生 ･ 成長 , 黄体形成 , 創傷治癒と い っ た生理 的過
程 や腫瘍, 糖尿病性網膜症 , 閉塞性血管障害な どの 病的状態の
進展や修復 の 過程 で重要 な役割 をほ た す. した が っ て . 血 管新
生の メ カ ニ ズ ム を 明らか に する こ とほ こ れ らの 生理 的過程 を理
解するの み な らず種 々 の 疾患の 原因 , 病態 , 予防 , 治療法 を解
明するうえ で必須 と思わ れ る. 従来血 管新生を惹起す る主要国
の ひ と つ と して 虚血 の 結果生ず る組織内酸素濃度の 低下が考 え
られ てきて い る が , 低酸素に よ り ど の よ うに 血 管新生が引き起
こ さ れ るか に つ い て は不 明な点 が多 い .
最近 に 至 り, 内皮細胞 に 特異的な増殖因子 で ある血 管内皮増
殖因子(v a sc ula r e ndothelialgro wth fa ctor, V E G F)
1)2)遺伝子の
発現が低酸素状態で増大す る こ と が 悪性神経膠腫 で 見い 出 さ
れ
8ト5)
, 低酸素時の 血 管新生と V E G Fと の 関わ りが 示妊 され て
きた .
本研 究 で は l 低 酸素 に よ る 血 管細胞増殖 の 誘導機構 を
V E G Fの オ ー ヤ ク リ ン/パ ラ ク リ ン 作用と い う観点か ら追及 し
た . すなわ ち , 血 管新生 の 場と な る細小血管 を構成す る内皮細
胞と周皮細胞を種々 の 酸素濃度下で培養 し, そ の 増殖を 調 べ る
と ともに , これ らの 血 管細胞 に お ける V E G F遺伝子 , V E G F
受容体遺伝子の 発現 を解析 し, さ らに , V E G Fに 対す る ア ン チ
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 内皮細胞の D N A合成 に およ ぼす
効果を検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ . 細 胞
1 . 血 管内皮細胞
ヒ =済静脈 よ り初代培養 した血 管内皮細胞8) を 用 い た . 細胞
は1 5% 牛胎児血 清(fetal bovin e s er u m, F B S) (Cell Cultu re
Labor atories, Cle v ela nd, O H, U S A),100 U/ml ペ ニ シ リ ン (和光
純薬 , 大 阪), 1 0恥g/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ソ (和 光純 薬).
100/Jg/ml エ ン ドテ リ ア ル セ ル グ ロ ウ ス サ プ ル メ ソ ト (e ndoth-
elial c ellgro wth s upple m e nt, E C G S) (Collabor ativ e Re se ar ch,
Bedford. M A, U S A), 2 5FLg/ml ヘ パ リ ン (sigm a, St. Lo uis,
M O, U S A) を 含 む R P M I1640(Gibc o, Gla nd Isla nd, N Y,
U S A) と 199培 地 (m ediu m 199c o ntaining Hank
'
s s alts,
m ediu m 199) (Gibc o)を 等量混合 した培地に て維持 し, 1 5～ 20
継代目 の 細胞を 実験に 供 した . 95% 以上 の 細胞が ア セ チ ル 化低
平成5年12月17 日受付, 平成 6年2月 7 日受理
Abbreviations‥ a･F G F, aCidic fibroblast gr o wth factor; bF G F, basic fibrobla st gro wth factor; bp, basepair
(s);D M E M, Dulbec c o
'
s m odified Eagle mediu m; E G F, epider m al gro wth factor; FB S, fetal bovin e seru m;
fltl, fm s-1ike tyrosine kin asel; flt4, fm s-1ike tyro sin e kinase 4; kdr, kin ase in s ert do main-C6ntaining
receptor; P D G F, platelet-deriv ed gro wth factor; R T-P C R, r e V erSe tr an SCriptio n- pOlym era se chainr ea ction;
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密度リ ボ蛋白(lo w de n sitylipor otein･ L D L) 取 り込み 陽性
で 血
管内皮細胞 と同定 された ･
2 . 周皮細胞
ゥ シ 眼球 よ り初代培養 した網膜血管周皮細胞
8}を 用 い た ･ 細
胞は 20 % FB S,1 00 U/ml ペ ニ シ リ ン , 100FLg/ml ス ト レ プ ト
マ
ィ シ ソ を 含 む ダ ル ベ ヅ コ 改 変 イ
ー グ ル 培 地 (Dulbec c o
'
s
rn ｡dified Eagle m ediu m, D M E M)(日水製薬 , 東京) に て 維持
し, 5
～ 1 0継代目の 細胞を実験 に供 した ･ 95% 以上 の 細 胞が




ト 悪 性 神経 膠 腫由 来 の 細 胞 株 で あ る U 251 M Gを
10 % FB S,100 U/ml ペ ニ シ リ ン , 1 00pg/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン
を含む D M EM に て 培養 した ･
Ⅰ . D NA の化学合成
1 . プ ラ イ マ ー お よび プ ロ
ー ブ




ー ブ と して 以下 の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドを 設計
し , フ ォ ス フ ォ ア ミ ダイ ド法に よ り D N A合成装置 モ デ ル 392
(Applied Bio syste ms, C A, U S A)を 用 い て 合成 した ･ 合成後 の
オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 精 製 に ほ O P Cカ ラ ム
(Applied Bio syste m s) を 用 い た . プ ラ イ マ
ー は V E G F-U
(5
,
-GA G A A T T C G G C C T C C G A AA C C A T G A A C T T T C T GC -
3
1
) (cD N A塩基番号 44-70
丁)), V E G F-D (5
'
-G A G C A T GC C C T-





-G A G A A-
T T C A C TA G G A A G A T C T G A T T T CT T A C A G TT3
'
) (cD N A
塩基番号 3232-325 88)), flt -D(5
'
-G A GC A T G C G G T A T A A A T-





-A G C C A,
T T C A T C A A C A A G C C T-3
'
) (cD N A塩基番号 429-4489)),flt4-D
(5
J
-G G C A A C A G C T G GA T C A T A-3
'
) (707- 26"), k drTU(5
'
-
T A T A G A T G G T G T A A C C C G G A-3
'
) (cD N A塩 基番 号 873-
89218〉ll)),k dr-D(5
'
-T T T G T C A C T G A G A C A GC T T G GL3
'
)(1 406-
14271 岬l)) で あり , プ ロ ー ブ は V E G F-Ⅰ(5
'
-G G T G A A G T T C A-




- G A G-
C T G G A A A G G A A A AT CGC G T G C T G C T C C-ざ) (41 86T421 58)),
flt4-Ⅰ (5
'





qA T C C A G T G G G C T G A T GA C C A A G A A G-
A A C A G-3
,
) (g23-95210)1n) で ある . な お , 上 記 プ ラ イ マ ー 中
V E G F-U と flt-U に は EcoRIア ダ プ タ ー (G A G A A T T C)
を , V E G F-D と flt-D に は SphIア ダ プ タ ー (G A G C A T G C)
を 5
'
端 に 付けた .
ヒ ト β- ア ク チ ン mR N Aに 対 す る プ ラ イ マ ー (a ctin-U,
actin-D), プ ロ ー ブ (a ctin-Ⅰ) の 配列ほ文献12に 従 っ た .
2 . ア ン チ セ ン ス お よび セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
ヒ ト V EGF m R N Aの 開始 コ ド ン を含 む 5
'
領域に 相補的な
22塩基 の フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ ー ト型ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ドお よび 対照と な る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを D N A合
成装置モ デ ル392 を用い て合成 し , AQU A P O R E R P-300カ ラ ム
(Ap plied Bio syste m s) を 用い た 逆相分配高速液体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ
ー に て精製 した . フ ォ ス フ ォ ロ チ オ ニ ー ト 型オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ドほ通常 の フ ォ ス フ エ イ ト型 に 比 し安定性が高く , 細胞 へ
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の 取 り込み も良好 で あ る こ とが 知 られ て い る
13}
･
Ⅲ . 低酸素下 での 細胞培養
細胞 を播種後 5% C O2 気相下 で37 ℃, 24時間培養 し, 接着を
確認後, 大気 コ ン ト ロ ー ル 培養 チ ェ ン バ ー (Bellc o, V in eland,
NJ, U S A) 内に 移 した . 02(2.5 %, 5 %, 10 %), C O2(5 %) お よ び
N2 の 混合ガ ス (宇野酸素t 金沢) を 101/min の 流 量 に て 5分
R乱 大気 コ ン ト ロ ー ル 培養チ ェ ン バ
ー に 注入 し , 37 ℃の 恒温室
に 静置 した . 混合 ガ ス ほ24時間毎に 置換 し, 培地は4 8時間毎に
交換 した . C O2培養装置内で の 培養 を通常の 酸素濃度(20 %)下
で の 培養 と した .
Ⅳ . 細胞増殖の定量
1 . 生細胞数 の 算定
細胞を 24穴の ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ (Co star, Ple a sa nto n,
C A. U S A) に 播種後経時的 に0.2 5% ト リ プ シ ン で 分 散 し ,
0.17% (W/v)トリ バ ン プ ル ー を含 む培地 で 希釈 し血 球計算板を
用 い て生細胞数を算定 した .
2 . DN A合成能 の 測定
内皮細胞を24穴 ク ラ ス タ ー デ ッ シ ュ に 各穴 あた り 2×10
4 個
播種 し, 細胞の 接着を確認 した う えで ア ン チ セ ン ス ある い ほ セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 培 地 に 加 え , 2 4時 間培 養後
Niyaz o n oら
‖) の 方法に 従い D N A合成を測定 し た ■ すな わ ち
1FLCi/mlの 濃度 で[3H]チ ミ ジ ン (82･9 Ci/m m ol, N E N Re se arch
Pr oduct, W il mingto n, N C, U S A)を 加え , 4 時間イ ン キ エ ペ
-
シ ョ ン 後 , 水 冷 5 % ト リ ク P ロ 酢 酸 (trichrolo a c etic acid,
T C A)を 加え20分間氷上 に 静置 して 細胞を固定 し, 細胞を 水冷
5% T C Aに て 3 回洗浄後, 1 M NaO H 200pl を加え室温20分間
の 技法に よ り 溶解 した . 1 M H C1 2 0恥l で 中 和後 , 全 量 を
1 0mlの 液体 シ ソ チ レ 一 夕 ー と混和 し 3H 放射活性を測定 した t
V . ポ リ (A)
+R N Aの 分離
各酸素濃度条件下で24時間培養し 150c m
2 の 細胞培養用 フ ラ
ス コ (Cor ning, N .Y ., U S A) 中で コ ン フ ル エ ソ ト とな っ た各種細
胞 か ら Quick Pr ep mRN A精製 キ ッ ト (P ha r macia. Up ps ala,
Sw ede n) を用 い て ポリ (A)
十R N A を分離した15).
Ⅵ . ノ ー ザン プロ ッ ト分析
2,5pg の ポ リ (A)
+R N A を 1.1M ホ ル マ リ ン を 含む1･5%ア ガ
ロ
ー ス ゲ ル に て 電気泳動 し , ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー (ハ イ ポ ン ド
N･ , Am ersha m, Buckingha mshir e, U K) に 転写 した . フ ィ ル
タ ー に 転写後 , U V ス ト ラ タ リ ン カ ー 240 0(Str atage ne , C A,
U S A)を 剛 ､て1 20ミ リ ジ ュ ー ル の 波長 254n m の 紫外線を照射
し R NA を 固定 した . つ い で フ ィ ル タ ー を50%ホ ル マ リ ン , 5
× 食塩- リ ン 酸 ソ ー ダ ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸液 (s alin e
s odiu m phosphate ethyle n edia min etetr aa c etic a cid,S S P E), 5
× デ ン ハ ル ト 液(0.1%ポ リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ドン , 0 .1% ウ シ ア
ル ブ ミ ン , 0.1%フ ィ コ ー ル), 0.5% F
t
デ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム
(s odiu m dodecyls ulfate, S D S), 200p g/ml 変性 サ ケ 精 子 D N A
(Sigm a) か らな る溶液中で 42 ℃, 6時間プ レ ハ イ ブ リ ダイ ズ さ
せ た 後 , 50% ホ ル マ リ ン , 5× SSP EJ 5 × デ ン ハ ル ト 液 ,
0.5 % S D S, 340FLg/ml変性サ ケ 精子 D N A, プ ロ ー ブ 15ng か ら
な る溶液中で42 ℃, 16時間 ハ イ プ リ ダイ ズ させ た . プ ロ ー ブ と
して , U 251 M G よ り分離 した ポ リ(A)+R N A lOOng を鋳型と し
S DS, S Odiu m dode cyl sulfate; S S C, Saline-sodiu m citr ate; SS P E, Salin e s odiu m phosphate ethyle n ediamin e
tetraa cetic acid; T C A, trichrolo acetic acid; TGF- α , tranSfor ming gro wth factor
- a; T G F-β, tra n Sforming
growth facto r-β; V E G F, V a SCular e ndothelialgro wth factor
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プ ライ マ ー V E G F-U, V E G ト Dを用 い て 逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 (re vers etr a n sc riptio n-pOlym er as e chain r ea ctio n,
R T-P C R) 法に て 増幅 した618塩基対(bas epair, bp)の D N A断
片を 用 い , ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー ラ ベ リ ソ グ キ ッ ト (Str atage n e)
と [α-32P] デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 (N E N Re s eaJ Ch
Pr odu ct)を 用 い て 標識 した . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 後 , フ ィ
ル タ ー を 2 × 食塩 - ク エ ン 酸液 (s alin e s odiu m citr ate, SS C),
0.1 % S D Sに て 室温 で20分間 , 2回 , つ い で 0.1× S S C, 0.1 %
S D Sに て4 2 ℃, 10分間 , 2 回洗浄 し, - 80 ℃ で オー ト ラ ジオ グ
ラ フ ィ ー を行 っ た . オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー 後 , V E G F プロ ー
ブ の シ グ ナ ル が 消退 した の を 確認 し , β-ア ク チ ン CD N A を プ
ロ
ー ブ と した ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た .
Ⅶ . R T- P C R とそ の 産物の サザ ン プ ロ ッ ト分析
Ge n eAm p R N A P C R キッ T･ (Perkin-Elm e r Cetu s,
Nor w alk, C T, U SA)を 用い , まず , ポ リ(A)
+
R N Aを 鋳型 と し
て 逆転写酵素 に て cD N Aを合成 し, つ い で , 各 m R N Aに 特異
的な プ ライ マ p を用 い て Taq D N A ポリメ ラ ー ゼ に て D N A を
























イ ロ ン フ ィ ル タ ー に 転写 し, 紫外線 に て 固定 した . つ い で フ ィ
ル タ ー を50%ホ ル ム ア ミ ド, 5×S SP E, 5 × デ ン ハ ル ト 軋 1 %
SD S, 500FLg/ml変性 サ ケ 精子 D N Aか らな る溶液中 で50℃ 】 6
時間 プ レ ハ イ プ リ ダ イ ズ さ せ た 後 , 50% ホ ル ム ア ミ ド ,
5×S S P E, 5 × デ ン ハ ル ト液 , 1 % S D S, 500pg/ml変性サ ケ 精
子 D N A, オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ 10pm ole か らな る溶液
中で55 ℃, 1 6時間 ハ イ プ リ ダ イ ズ させ た . プ ロ ー ブ標 識に は ,
D N A 5
'
末端標識キ ッ ト (宝酒造, 京都)と[rT32p】ア デ ノ シ ン 三
リ ン 酸 (NE N Re s e arch Produ ct) を 使 用 し た . ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 後 , フ ィ ル タ ー を 2×S S C. 0.1 %S D Sに て 室温で
20分臥 1臥 つ い で 0■5× S S C, 0.1 % S D Sに て室温で , 20分
F凱 1臥 そ の 後 0･1×S S C, 0･1 % S D Sに て50 ℃で , 10分間,
2 回洗浄 し , - 8 0 ℃で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た . さ ら
に バ イ オ イ メ ー ジア ナ ラ イ ザ ー F UJI X BAl OO( 富士 フ ィ ル ム ,
東京) に よ り放射活性 の 測定を行 っ た .
成 績
Ⅰ . 低酸素下で の血 管内皮細胞 , 周皮細胞の増殖
図 1 A に 低酸素 (2･5 %, 5 %, 10 %) お よ び通常 の 酸素濃度
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Fig･1･ E ffe ct of hypo xia o nthe gro wth of e ndotheIial c ells (E C) (A) and pericyte s(B). Cells w er ein ｡ ｡bated u nder v a,i｡ u S
O Xyge ntenSio n s･ 0Ⅹy ge nte n Sio n w as changed o nday O fr o m20 %to the c on c e ntratio?S indic atedl O･ 20 % 02; 職J lO% 02;儲 , 5 % 02; △, 2･5 % 021 ･ Ea ch point r epr esents m e a nfortriplic ate experim e nts; VertlC al bars sho w sta nda rd deviation (S D)




低酸素に よ る血 管細胞 の 増殖誘導機構 397
常の 酸素濃度で は 内皮細胞数は 3 日後か ら漸増 し1 週間で 培養
開始時の 約 2倍に 増 え た ･ と こ ろ が , 酸素濃度を10%に 下げ
る
と , 24時間以内か ら内皮細胞の 増殖 が促進 され , 以後 2 日, 3
日 , 5 日, 7 日の どの 時点 でも通常酸素濃度 で の 培養に 比 し生
細胞数は有意 に 増加 した ･ 7 日目の 細胞数は培養開始時 の3･5
倍に 達 して い た ･ 5%の 酸素濃度 で も内皮細胞の 増殖ほ20% 酸
素濃度時以上 に 促進 され る こ とが 認め られ た ･ 酸素濃度を さ ら
に2.5%に 下げ る と , 内皮細胞 はむ しろ減少 し , 3 日間 で ほ ぼ
死滅 した .
ウ シ 網膜血 管周皮細胞 の 増殖も低酸素下 で 促進 さ れ た (図
1B).. 周皮細胞の 場合 , 2.5% 酸素下で の 細胞増加率が最大 で ,
以下 1 0 % ≧5 % > 20 %の 順で あ っ た ･
Ⅰ . 低酸素に よ る血 管細胞 V E G F遺伝子 の発現誘導
1 . V E G Fm R N Aの 検出
ヒ ト臍 静脈 内皮細胞 と ウ シ 網 膜 血 管周皮細胞 か ら ポ リ
(A)
+R N Aを分離 し, ヒ ト 脳グ リ オ ー マ 由来培養細胞 U251 M-
G か らR T-P C R法 で 調整 した V E G FcD N A を プロ
ー ブ と して
V E G Fm R N Aの 存在を ノ ー ザ ン 法 で 分析 した . そ の 結果 , 図
2 に 示 す よ う に∴ 内皮細胞 ポ リ (A)
+R N A, 周 皮 細胞 ポ リ
(A)
+
R NA の 両者で , 対照 の U 251 M G ポリ (A)
+ R N A と同 じ
く , お よそ 4 キロ 塩基対(kilobas e s, kb)の 位 置に ハ イ プリ ダイ
ゼ ー シ ョ ソ バ ン ドが 検出され た . こ の こ と は I V E GF 遺伝子が
これ らの 血管細胞自体でも発現 して い る こ と を 示す ･
Fig.2. Norther n blot analysis of poIy(A)
'
RNA･ After
endothelial c ells (E C), pericytes a nd U 251 M Gc ells had
be e n c ult red u nder v ario u s o xy ge n te n sio n s, pOly
(A)+R N As w er eisolated fr o m e a ch c ultur e･ Two point
fiv eFLg(E Ca nd U 251 M Gc els) orlpg(pericyte s) of poly
(A)+R N As w er e ele ctrophor e s ed, tr a n Sferr ed o nto nylo n
m e mbra n es a nd hybridiz ed with
32p-labeled v as c ular
endothelial gro wth fa ctor(V E G F) cD N A(upper pa n els)･
After an alysis with V E G FcD N A. the m e mbra n e s w er e
hybridiz ed with β- aCtin cD N A(lo wer pa n els)･ Bars
indic ate the positio n of 28Sa nd1 8S R N As･ T he E C blot
w a s e xpos ed for14 days, the pericyte blot w a sfor4 days
ミ
a nd U 251 M G blot壬o r2 days.
ヒ ト V E G F遺伝子か らは オ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ライ シ ン グ
よ り鎖長の 異な る 4種の mR N A が生 じ
17)
,
こ の う ち 鎖長 の 長
い 2つ の m R N A分子 種か ら は非分泌型 の V E G F胤 V E G F206
が , 残 る 2種か らほ 分泌型の V E G F12., V E G F-65の 蛋白質産物 が
生ずる( 園3 A). そ こ で , 血 管細胞 に 存在す る V E G FmR N A
が どの タイ プの 産物を コ ー ド して い るか を 同定するた め , ノ
ー
ザ ソ 法に 比べ よ り高感度で , ま た , よ り詳細な 鎖長算定が 可 能
な R T-P CR法 で の 解析を行 っ た . こ の 際プ ラ イ マ ー は , 4種の




領域に 対 して 作
製 した . そ の 結 果 , 図 5 に 示 す よ う に , 内 皮 細胞 ポ リ
(A)
+
R N A, 周 皮細胞 ポ リ(A)
+R N Aの い ずれ を 鋳型に した場合
に も 486bp と 618bp の D N A断片が増幅 され た . こ れ ら 2種
め 増幅産物ほ そ れ ぞれ分泌型の V E G F12, V E G F165に 対 応 し た
( 図3 A参照). 非分泌型 V E GF に 対応す る mR N A分子種 ほ ,
最大 100ng の ポ リ (A)
十R N Aを 用 い た50サ イ ク ル の R T-P C R
で も検出され なか っ た .
2 . 低酸素下で の 血 管細胞 V E G FmR N Aレ ベ ル の 増大
つ ぎに , 内皮細胞 と周皮細胞に お ける VEG F遺伝子 の 発現
が低酸素に よ り どう影響 され るか を RT-P C R法に て 調 べ た ･
こ の た め , まず U 251 M G よ り分離 した ポ リ(A)
十 R N Aを 鋳型と
して R T-P C R反応条件の 検定を行 っ た16). 図 4 A は, 横軸に 鋳
型 R N A量 , 縦軸に 増幅産物の シ グ ナ ル 強度を プ ロ ッ ト した検
量曲線である . 486 bp お よ び 618bp の V E G F D N A断片の 増
幅 は鋳型 R N A量 50ng ま で は 鋳型量 に 依存 して 直線的に 進行
した が , 鋳型量 が 50ng を超え る と増殖曲線ほ平坦化 した ･ 次
に サ イ ク ル 数依存性 を見 る と , 図 4B に 示 す よ う に , V E G F
m R N Aで ほ増幅反応は30サ イ ク ル ま で 直線的に 進行 し , 30サ
イ ク ル 以上 で は プ ラ ト ー に 達 した . した が っ て , 以下の 実験 で
は 定量性 をも つ と考 え られ る鋳型 ポリ (A)
十R N A量30ng, 増幅
サ イ ク ル 数25回 の 条件 で R T-P C R を行 っ た . 対照の β一ア ク チ
ン m R N A由来 D N A断片に つ い て も 同様 の 増幅曲線を作成
し, 鋳型量 30ng, 15サ イ ク ル の 条件に て コ ン ト ロ ー ル 反応 を
行 っ た .
種 々 の 酸素濃度で24時間培養 し た 内皮細胞 (0%, 2･5 ‰ 5%,
10 ‰ 20% 02) と 周 皮細胞 (0 %, 2.5 %, 10 %, 20 % 02) か らポ リ
(A)十 R N Aを 分離 し, 上 記の 定量的 R T-PCR 法 に よ り V E G F
m R N Aレ ベ ル を 検討 した結果が図 5 で ある . 内皮細胞 , 周皮細
胞の い ずれ に お い て も酸素濃度 の 低下に 伴 っ て V E G Fm R N A
レ ベ ル が著 しく増大す る こ と が見 い 出 され た . 後に 図 8 Aに 示
すよ う に VEG Fm R N Aレ ベ ル は無酸素状態で 最も高く , 内皮
細胞で は20% 酸素時の 約 8倍, 周皮細胞 で ほ 約 9倍 に ま で 増加
した . シ グ ナ ル が増強 され た の は 分泌型の V E G F.2., V E G F165に
対 応 す る 486bp, 61 8bp の 二 本 の バ ン ド で , 非 分 泌型 の
V E G F.8,, V E G F2｡6に 対応する m R N Aの バ ン ドは無/低酸素状
態 でも検出 され なか っ た . な お , こ の 定量的 R T-PCR 解析 か
ら , 内皮細胞 , 周皮細胞 , U 251 M G細胞 に 存在す る V E G F
mR N A量の 相対比ももと め られ , 通常酸素濃度下 で は お よそ
1:1:10, 無酸素状態でもほぼ 同率で あ っ た . 無酸素時 の 内皮細
胞 お よ び 周皮細胞 で の VEG F m R N A レ ベ ル は よ V E G F
m R N A含量の 高い グ リオ ー マ 細胞の 20% 酸素濃度で の レ ベ ル
に ほぼ匹 敵 した. .
Ⅲ . 血 管細胞 にお け るV E G F受容体遺伝子の発現
1 . サ ブ タ イ プ 特異的な プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ を 用 い た
V R G F受容体 m R N A.の 検出
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V E G F は他 の 増殖因子 と同様細胞膜 に 局在す る受容体を介
して 標的細胞 に 作用 す る1811 g). これ ま で ヒ ト VE G F受容体と し
て は flt1
8)2 0)
, flt4g)21), kdrlO)11,の 3種が知 られ て お り , い ずれ も受
容体型チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 属する . 内皮細胞 が どの
タ イ プの V E G F受容体遺伝子を発現 して い るか が つ ぎの 問題
とな るが , JねJ卜 J掴 , 烏dr mR N A ほ塩基配列の ホ モ ロ ジ ー が高
い た め21), 通常の ノ ー ザ ン 法 で ほ 3種の m R N A を峻別 しが た
い と考え られ た . そ こ で , サ ブ タ イ プ特異的な プ ラ イ マ ー と プ
ロ
ー ブを用 い た R T-P C R法 に よ る分析を試み た . すな わ ち , 他
の 2種の m R N A と ほ比較的 ホ モ ロ ジ ー が低い 部分に 対 し増幅
産物の サ イ ズも 互 い に 異 な る よ うに 設 計した プ ラ イ マ ー を 用 い
て R T-P C Rを行 い , さ ら に , 得 られ た増幅産物を サ ザ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ後 配列特異性の 高い 内部プ ロ ー ブと ハ イ プ リ ダ イ ズ さ
せ る と い う方法 で あ る ( 図3B). 図 6 A に 内 皮細胞 ポ リ
(A)
+R NA を鋳型と した 場合 の 結果を示 した . J∠fノ ブ ラ イ マ ー
では 1 098 bp の D N A断片が増幅 され , こ の 増幅産物 は 〃亡J プ
ロ ー ブ と ハ イ プ リ ダイ ズ し, J舶 ,烏dr プ ロ ー ブと は ハ イ プ リ ダ
イ ズ しなか っ た . ノJま4, 烏dr プ ラ イ マ ー を 用 い る と そ れ ぞれ
298bp, 555bp の D N A断片が増幅 され , 各産物ほJlt4 ある い は
V EGF 20 6
V E G F189
V E G F 1 65
V E G F 121
B
烏dr プ ロ ー ブ との み ハ イ プ リ ダ イ ズ し た . し た が っ て , こ の
R T-P C R法 に よ り各 VE G F受容体 mR N A種 が選択的に 検出
され る と考 え られ た ･ な お , 図 6 B, C に 示 す検量曲線か ら ,
V R G Fm R N Aの 場合と 同様 , ポ リ (A)十 R N A 30ng, 25サ イ ク
ル の 条件で 増幅反応 が定量的 に 進行する と判定 され た の で , 以
下の 実験 で ほ こ の 条件を 採用 した . コ ン ト ロ ー ル の β-ア ク チ ン
はポ リ (A)十R N A 30ng, 15サ イ ク ル の 条件 で 増幅を行 っ た .
2 ･ 内皮細胞 に おけ る VE G F受容体 m R N Aの 発現 と低酸素
の 効果
内皮細胞 で は ト 〃り, 葎4 および烏dr の 3種 の 受容体 サ ブ タイ
プを コ ー ドす る mR N Aす べ て に 由来する バ ン ドが検出 され た
( 図7). ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン バ ン ドの 放射活性 を比較す る
と , 発現程度 ほ 烏dr≫′J孟4>′たJ の 順に 大きか っ た . しか し, ど
の 受容体 m R N Aレ ベ ル も24時間の 低酸素(2.5 %, 5 %, 10 %) あ
るい ほ無酸素(0 %) 培養では 変化 しな か っ た (図 8B).
3 ･ 周皮細胞 に おけ る V E G F受容体 m R N Aの 発現 と低酸素
の 効果
通常 の 酸素濃度 で培養 した 周 皮細胞 で は , /上土ノ1 葎4, 烏dr の
どの m R N Aも検出され なか っ た . と こ ろ が , 周 皮細胞を低酸
2 06a mino a cids
1 33 8a mln o 鋸抽出
1 3S 6








Fig･ 3･ Prim er s a nd pr obe sfor detecing V E G Fa nd its re c epto r mR N As･ A) Sche m atic r epr es e ntatio n of fo u r alter n ative
Splicing produ cts of hu m a nV E G Fge n e･ Box e sindic ate ope n r e ading fr a m es･ Arro w sindic ate prim er s u sed for r e v ers e
tr a n s cription-pOlym er a S e Chain r e a ctio n(R T-PC R)･ Bar sindicate pr obesforSo uthe r nhybridiz atio n. Expe cted siz e s of R T-P C R
produ cts areindic ated o n the right･ B) Sche m atic repr es e ntatio n of hu m a nV EGF re c eptor mR N As･ Bo x e sindic ate ope n
r e ading fra m e s･ Alrr O W S a ndbarsindic ate re spe ctiv eprim ers a nd pr obe sthat ar e spe cific forfm s-1ike tyr osin ek ina s el(fltl),
fm sqlike tyr o sin e kin a s e4(flt4) a nd kin a s ein s ert do m ain- COntaining r e c epto r(kdr) m R N As, Expected siz e s ｡f R T-P C R
PrOdu cts ar eindic ated o ntb_e right.


























0 10 20 3 040 50
Cy¢le s
Fig,4, Qu a ntitativ e R T-P C Ran alysis of V E G Fm R N A･ Poly(A)十 R N A fro m U 251 M Gc ells w a s u s ed a s te mplate for the
determin atio n ofthe e xpo n e ntialr a nge . Serial dilutio nfor V E G Fw ere c arried to 25cycles a nd fo rβ-a Ctin w er eto 15 cycle s.
Allsequ e ntial cycle s w ereinitiated with 30ng of poly(A)
十
R N A･ Sign al inte n sities of R T-P C Rpr odu cts ar e expr ess ed asthe
arbitr ary logarithm v alu es of r adio a ctivitie s, a nd plotted again st te mplate a m o u nts (A) a nd cycle n u mbers(B), re SPe Ctiv ely.
Radio activities of hybridizatio nba nds w er e m e as ur ed with a Fujix B A 100 B ioIm age analyse r. ◎, V EGF; コ, β-aCtin .
Fig. 5. Expr es sio n of V E G Fm R N A in v a sc ular c elIs. T hirty ng of poly(A)
十
R N As fr o m endothelial c ells (E C), pericyte s aLnd
U 251 M Gc ells, Which had bee nin c ubated u nder v ario u s o xy ge nte n sio n s, W ere争m plified by R T-P C R･ T he R T-P C Rpr odu cts
w er e ele ctr opho re s ed o n 2 % agaro s egel, tr a n Sfe rr ed o nto nylo n m ernbran e s a nd hybridiz ed with
32p-labeled V E G F(upper
pan el) orβ- a Ctin (lo w erpa n el) m R N A-SPeCific probes. Bar s o nthe left side indic ate siz e m arke rs a nd bar s o nthe right side
the siz e of e a ch produ ctin base pairs(bp). R T(- )indic ate sthe r e a ctio n witho ut re v ers etr a n sc riptas e. T he E Ca nd pe ricyte
blots w ere expos ed for4 hr, a ndthe U 251 M G blot w asforl hr･
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素下 で 培養す る と ルイ の 遺 伝 子 の 発現 が 誘導 さ れ , Jg王J
m R N Aレ ベ ル は 無酸素状態 で は さ らに 増大す る こ と が 見 い 出
され た( 図9 A, B). 他 方, flt4, kdr mR N A ほ低/無酸素状態 で
も出現 せ ず , 鋳 型 ポ リ (A)
+
R N A量 お よ び サ イ ク ル 数 を
10ng, 35 回 ま で増や して も検出され な か っ た .
Ⅳ . V E G Fm R N Aに 相補的な ア ンチ セ ンス オ リゴ ヌ ク レオ











V E G F が低酸素に よ る 血管内皮細胞 の 増殖誘導 に 機能的に
関わ っ て い るか どう か を み る ため , V E G FmR N Aに 相補的な
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド(図1 0) を 作製 し て 内皮細胞
の D N A合成 に お よぼ す効果を調 べ た . 図11に そ の 結果 を示 し
た . 低酸素(1 0%)培養内皮細胞 の 培地中に ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ドを 投与する と , D N Aへ の 【
3
H】 チ ミ ジ ン 取 り込み
が 用量依存的に 抑制 され , 3H 放射活性 は 1 , 2, 5 , 1恥M の
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド濃度で 各々 対照 の 82.3, 57.2,
34 且 22■2 %に 有意 に 低下 した . セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは 内
皮細胞 D N Aへ の [
3
H] チ ミ ジ ン 取 り込み を 阻害 しなか っ た .
考 察
血 管新生は 一 厘 瘍の 増殖や 虚血 性病変の 進行 に 伴 っ て お こ る
医学上重要な生体反応 の ひ と つ で , つ ぎの 4 つ の 過程 に 大別さ
れ る
2 2)23)
. すな わ ち , 1) 細小血管内皮細胞 の 活性化 とそ れ に 引
き続く基底膜 の 破壊 , 2) 内皮細胞の 遊走, 3) 内皮細胞の 増
殖 , 4) 内皮細胞に よ る 管腔形成 と周皮細胞 に よ る包囲 で あ
る . 筆者は , こ の う ち血 管細胞増殖の 問題 に 関 して , 血 管新生
の 主要因の ひ と つ で ある低酸素が どの よ うに 内皮細胞 と周 皮細
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Fig･ 6, Specific a nd qu a ntitativ edete ction offltl, flt4 a nd kdr mRNAs. A)Each probe spe cific ally binds to the pr odu ct of
R T-P C Rc o ndu cted with c orre spo ndirLg prim er s. Barsindic ated the size of e a ch produ ct in bp. B) a nd C) Estim ation of
COnditionsfor R T-P C Rr Poly(A)
+
R N A fr o m e ndothelialc elIs w a s u s ed aste mplate . Serial dilutio nfo rfltl, flt4 a nd kdr w ere
C arried to 25cycle s a ndforβTa Ctin w er eto 15cycles･ Alls equ e ntial cycle s w ereinitiated with 30ng of poly(A)+R N A. Signal
inte n sitie s of R T-P C Rprodu cts are e xpress ed a･S the a rbitr arylogarithm v alu e s of radio a ctivitie s, a nd plotted again st te mplate
a m o u nts(B) a nd cycle n urnbers(C), r e Spe Ctiv elyl Radio activites of hybridiz atio n ba nds w er e m e a s u red with FtかⅩ B A lOO. 0,
〃fJ; 儲, ノ克4; 口, 烏dr; △, β-a Ctin .
低酸素に よ る血 管細胞 の 増殖誘導機構
まず, 培養化 した 内皮細胞と周皮細胞 を低酸素に さ らすと !
いずれ の 細胞種で も生細胞数が有意に 増加す る こ と が認め られ
た. 細胞増殖促進に お け る酸素 の 最大有効濃度 ほ内皮細胞 で





2S)の 酸素濃度 で 最も増加 した と い う他 の
研究者の 観察値と ほ ぼ 一 致す る .
本 研 究 で 筆者 は , 血 管 内皮 に 特異的 な増殖困子 であ る
V E G Fを コ ー ドする m R N A が内皮細胞 の み な らず周 皮細胞に
Fig. 7. Expr es sio n of V E G Fr e c eptorge n e sin e ndothelial c ells(E C)･ T hirty ng of poly(A)
十R N A fr o m e ndotheIial c ells having
be e nin c ubated u nderindic ated O2 C O n C e ntr atio n s wa s a mplified by R T-P C Ra nd hybridized withfltl, flt4, kdr(up perpan els)
and βTa Ctin(lo w e rpa n els) m R N A-Spe Cific probe s. R T( - )indic atesthe re a ctio n witho ut rev ers etr an sc riptas e･ A ll blots w er e
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Fig.8. Relativ e a m o u nts of VE G F, fltl, flt4 a nd kdr mR N As in v a s c ular c$1s･ Radio activite s of hybridiz atio nba nds s e e ni
Figs. 5 a nd 7w er e m e asu r ed with Fujix B A lOO. Am o u nts of V E GF m R N A in endothelial c ells, pericytes a nd U 251 M Gc eus
(A)and offltl, flt4 a nd kdr mR N As in endothelial c ells (B) were sta ndardiz ed by that ofβ
- aCtin mR N A, a nd related to the
v alu e s u nde r20 % 02. 盟, U 251 M G; 喝, e ndothelial cells; 組, pericytes; 薗, fltI; 田, flt4; 泣, kdr･
402
も存在する こ と を見 い 出 し , さ ら に , これ ら の 血 管細胞 に お け
る V E G F遺伝子 の 発現が低酸素に よ り著 しく誘導 され る こ と
を ほ じめ て 明 らか に した . V E G F ほ, Ferra raら
28)に よ り ウ シ
下垂体星状濾胞体細胞の 培養液中か ら見い 出 され た 血 管内皮 に
特異的と さ れ る増殖因子で , そ の cD N Aク ロ ー ニ ン グ に よ り
ほ ぼ同時期に 血管 の 透過性を克進 させ る 因子と して 同定 され た
血 管透過性因子(vascularper meabiltyfactor, VPF)
27)
～ 30)と 同 一
遺 伝子 の 産 物 で あ る こ と が 判明 し た . そ の 後 , V E G F ほ卵
巣31)ユ2)や 腫瘍組織33 ト 36)な ど血管新生の さか ん な組織 で産生 され
て い る こ と が報告 され , ま た , 悪性神経膠種の 虚血 部分や低酸
素培養 した悪性神経膠種細胞 で V E G FmRNA レ ベ ル が増大 し
て い る こ とも観察 され て きた こ と か ら3 ト5), 生体 が 低酸素 に さ
ら され た際 に 血 管新生を促す因子 の 最有力候補 と 目 され て い
る . 本研究 で筆者は , 血管細胞自体で発現 し低酸素 で増加す る
VE G Fm R NA ほ分泌型 の V EG F1 21と V E G F165を コ ー ド して い
る こ と も明らか に した . こ の 知見は , V E G F が オー ト ク リ ン ま
た は パ ラ ク リ ソ に 作用 して 血管細胞自身の 増殖誘導 に 関わ っ て
い る可能性 を示 唆 してい る .
一 般に , 増殖 国子 が そ の 作用を 発揮す るに は , 増殖 因子 と結
合 し シ グナ ル を 細胞内に 伝 え る受容体が標的細胞 で 発現 され て
い る必 要が ある . V E G F受容体遺伝子と して は 当初 プ ロ トオ ン
コ ジ ー ン と して 見い 出され たJJ亡J嘲
0)
一 JJf4g)2 ‖3T)と鳥drlO)ll) 胴 9)が 知
られ て お り , い ずれ も細胞外 に 7 個 の 免疫 グ ロ ブ リ ン ドメ イ
ン , 細胞 内に ほ チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ ドメ イ ン を も つ 膜貫通型受容
体を コ ー ド して い る21). 本研究で筆者は , 内皮細胞 で ほ 3種 の
V E G F受容体遺伝子す べ て が酸素濃度 の 高低 に か か わ ら ず構
成的に 発現 して い る こ と を ほ じめ て 明ら か に した . m R N A量
は 烏dr≫〃紹 >′gfJ の 順 に 多 い こ とか ら , 内皮細胞 で ほ k dr 蛋
白が V E G F からの シ グ ナ ル を 受容する 主要 な レ セ プ タ ー 分子
種 で あろ うと 推定 され る . 一 方 , 周 皮細胞で は fltl m R N Aの
み が低/無酸素状態で検出され た . 同 じ血 管系細胞 であ り な が
ら ∴〃り 遺伝子 が内皮細胞で ほ 構成的, 周皮細胞 で ほ誘導的と
い う よう に 発現様式を異 に して い る こ とほ , 今後 V E G F受容





















Fig･ 9･ Expr es sio n ofjltl mR N A in peヤte s･ A)So uther nblot a n alysis of qu a ntitative R T-P C Rpr odu cts･ T hirty ng of poly
(A)+R N Afr om pericytesha ving bee n ln C ubated u nderindic ated O2 C On C e ntr atio n s w as a mplified by R T-P C Ra nd hybridiz ed
With fltl(upper pan els) a nd β-a Ctin (lo w erpa n els) mR N A-SpeCific pr obe s. R T( - )indic ate sthe rea cti｡ n With｡ ut r e V erS e
tr a n sc riptas e･ T he filmw a s e xpos ed for7 days･ flt4 a nd kdr tra ns cripts w ere n ot dete cted･ As a r e a s onforit, the po ssibility
that the prim e rs a nd pr obe sdidn ot w ork w ellwith the bovin e mR N Asequ en c e s c o uldn ot be e x cluded. Bar s on the left side
indic ate siz e m arker s a nd bar s o nthe right side the siz e of e a ch pr odu ct in bp･ B) Relativ e a m o u nts of fltl m R N A in
Pericytes･ Radio a ctivites of hybridiz atio nba nds se e nin pa n el Aw er e m ea s u red with Fujix B A lOO･ T he a m o u nt offltl m R N A
W a S Sta ndardiz ed by that ofβTa Ctin mR N Aa nd related to the v alu e u nder2.5 % 02, N D, n Ot detected.
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Fig･1 0･ Nu cle otide sequ e n c e s of a ntis e n se a nd se n se22m e r oligode o xyribon u cle otides･ Initiatio n c odo n a nd its c o mple m e nt ar e
bo x ed.





































Oligo n u cle otide c o n c e ntratio n(l▲M〉
紺別 Ⅶ ほ 闇 は
以上 の 知見は , 血 管細胞自身が V E G Fの 生合成系と反応系
と を合わ せ もつ こ と を 示 してい る . 内皮細胞 の 場合 , V E G F遺
伝 子 の 発現 レ ベ ル は酸素漉度で 変化する の に 対 し , V E GF 受容
体遺伝 子 とく に 点か の 発現は恒常的に 高く保 たれ てい る こ と か
ら , V E G Fの オ
ー ト ク リ ン 作用 の う え で ほ V E GF 遺伝子の 発
現が律速段幡と考え られ る .
本研究 で は さ ら に , 低酸素 に よ る 内皮細胞 の 増殖誘導 に
V E G F が原因的に 関係して い る こ と を 示す証拠も得た . すな わ
ち , V E G Fm R N Aに 相補的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ドで V E G F遺伝子の 発現を ブ ロ ッ ク す ると , 低酸素下 で の 内
皮細胞 の D N A合成 が有意に 抑制 され る こ と で あ る･ ニ れ は ,
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを用 い て V EGF の 機能 の
一
端を 解き明か した 最初の 例で ある .
以上 本研究 で 得 られ た知見か ら, 筆者は , 低酸素に よ る血 管
細胞の 増殖誘導機構に 関す る 一 つ の モ デ ル を提唱 する ･ すな わ
ち , 図12に 示 すよ う に , 通常の 酸素濃度で は内皮細胞 と周 皮細
Fig.11. Effect of antis e n s e oligode o xyribo n u cleotide o nD ＼A
synthe sis in e ndothelialc e11s･ A fter e ndothelial cells had
be e n cultur ed for 24 hr in the pr esenc e of indic ated
c o n c e ntratio n s of a ntis e n s e ors e n s e oligopu cle otide s, [
3H】
thymidin e w as addedto afin alc o n c e ntr atlO n Of l〟Ci/ml
a nd tbe c ells w er efurthe r c ultur edfor4 hr. Cultu re w as
c arried o ut u nderl O %02in R P M I1640/m ediu m 199(1/1)
s up ple m e nted by 1 5 % F B Switho utE C G Sor heparin ･
Radio activity of[
3H] thymidin ein c orpor at ed is e xpr es sed
a sdpm . Bars r epr es e nt the m e a nfortriplic at e e xperimr
e nts±S D, *
, P<0.05, ** , P<0.01 c o mpa red to the v alu e
for the cultur e witho ut oligo n u cle otides(St ude nt
'
s tt e st)･
臨 , C O ntr Ol; 国. s e n se; 望 , antise n se ･
町那 沌 闇 は
国選団団 匪
草
Mainten a n c e ofqu leSC e nt microv e s eIs
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胸が少量 の 分泌型 V E G F を産生 し , 内皮細胞 の 修復維持 に 関
係 して い る . と こ ろが , 酸素濃度が低下する と , 内皮細胞 と周
皮細胞 の 両者 で V EGF 遺伝子 の 発現 が増 大 し , 分 泌 型
V E G Fの 産生が 増 し , こ の VE G F が内皮細胞 で ほ 主 と して
kdr 受容軋 周皮細胞 で は fltl 受容体を介 して オ ー ト ク リ ン/
パ ラ ク リ ン に 作用す る . こ の 若 果, 血 管細胞 の 増殖が誘導 され
る , と い う 考え 方で ある . こ の モ デ ル に 従え ば , 上 記 の 一 連の
過程 を ど こ か の 段階 で 断 ち切る こ と で 血 管新生を阻止 な い しほ
軽減す る こ とも理 論上 可 能と な る . 例え ば, 本研究で 用 い た よ
うな V E G Fm R N A に対する ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
や リ ボザ イ ム を 局所的 に 投与 して 血 管新生を抑制 し腫瘍 の 進展
を妨げ る と い っ た 手段も考え られ る . なお上 記仮説中 , 内皮細
胞 に特異的な増殖周子と され る V E G F が実際周皮細胞 の 増殖
に も関与す るか 否か ほ 今後 の 検証を要する .
筆者 の モ デ ル は 内皮細胞 と周皮細胞 の 純培養弟で得られ た 試
験管内の 実験結果に 基づくもの で , 低酸素に よ る血 管細胞の 増
殖誘導機構の 一 部は こ の モ デル で 説明でき る と考え られ るが ,
生体 でお こ る血 管新生の しくみ の 全容 を理 解す るに は 他の 増殖
因子 の 関与も考慮する必要 があ る. 血 管新生 に 関係す ると 考え
られ る田子 と して ほ VE G F以外 に 酸性線維芽細胞増殖因子
(a cidicfibrobla stgr o wth fa ctor, aF G F), 塩基性線維芽細胞増殖
因子 (basic fibr obla st gro wth fa ctor, b F G F), 表 皮 増殖 因子
(epider m a･1gr o wth fa ctor, E G F), a 型 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ソ グ増
殖因子(tra n sfo r ming gr o wth fa ctor- a , T G F- α), β 型 ト ラ ン ス
フ ォ p ミ ソ グ 増 殖 因子 (tr an sfo r ming gr o wth fa ctor-β,
T G F-B), 血 小 板 由来増殖 田子 -B (plateleトderiv ed gr o wth
fa ctor-B, P D G F-B) が あ り40
～ 43)
, と く に b F G F44), T G F-B45}と
P D G F-B瑚 は 内皮細胞自身が産生す る増殖因子と して も知 られ
て い る. こ れ らの うち b F G F はt 内皮細胞の 遁走 , 増殖 の み な
らず基底膜 を破壊す る プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー の 産生
も促進するなど強力な血管新生活性を有する 仰 が , 低 酸素下 に
内皮細胞 を お い ても bFG FmR N Aレ ベ ル は変化 しな い こ とが
示 され て い る48). T G F-β は , 直接的に は内皮細胞自身の 増殖 を
抑制す るが , マ ク ロ フ ァ ー ジに種 々 の 増殖因子 を産生 させ 間接
的に 血 管新生 を促進す る
▲2)
. しか し, T G トβ の 発現も低酸素 に
よ る影響を受けな い4&}. P D G F は, 従 来内皮細胞 に は作用 しな
い と さ れ て い た が , 最 近 Fu n a ら4g)に よ り 毛 細 血 管 に は
P D G F-β受容体が存在 し , P DG F-B が内皮細胞 の 増殖を促進す
る こ とが 立証 された . 前 二 者と は 異 な り , 内皮 細胞 に お け る
P D G F-B の 発現 は 低酸素 に よ り増大す る こ と が 示 さ れ て い
る
欄
. した が っ て , 通常の 生理 的条件下で は 内皮細胞 の オ ー ナ
ク リ ン 因子と して bF G F や V E G F, P D G F-B が内皮細胞 の 恒常
性 の 維持 に関係 し て お り , 低酸 素時 に は 主 と し て 増量 し た
V E G F と P D G F-B が協調的に作用 して 内皮細胞増殖を促すも
の と推察さ れ る . こ の 場合 , V E G Fと PDG F-B の 量比や 受容
体後 シ グナ ル 伝達機構 の 異同が問題 となるが , こ れ らの 点に つ
い ては 今後の 検討 を待 たね ばな らない .
Ya m a･gishiらは , 周皮細胞ほ通常内皮細胞の 増殖を抑制する
こ とを 見い 出 し, こ の 増殖抑制因子が T G F一β も しく ほ へ ノiラ
ン 硫酸 で ある可能性 を示 改す ると とも に¢) , 内皮 細胞 が エ ン ド
セ リ ソ 1 を介 して周皮細胞の 増殖を促進す る こ と を 明 らか に し
て い る抑 . 低酸素状態 で は , 内皮細胞で の エ ン ドセ リ ソ 1産 生
が 増す こ と が知られ て お り51), 一 方 , 本研究で 周皮細胞 に お け
る V E G FmR N Aの 発現が増大す る こと も見い 出され た . した
が っ て , 周 皮細胞 は内皮細胞の 増殖促進因子 , 抑制因 子 の 両者
の 産 生能 を有す る , 内皮細胞増殖の 指令細胞 とも見な しうる .
低酸素状態 に おけ る周 皮細胞の 挙動に つ い て は不 明な 点が 多い
が ′ おそ ら く周皮細胞自身も ｢活性化｣ され て 増殖促進因子優
位の 状態 へ と転換 され , V E G Fや P D G F, エ ン ドセ リ ソ を 介す
る 相乗作用 に よ り 内皮細胞共 々 増殖方向に 向か うもの と 思われ
る .
結 論
血 管新生の 主要因の ひ と つ で ある低酸素が どの よ うに 血 管内
皮細月凱 周皮細胞の 増殖を誘導す るか に つ き V E G Fの 発現と
作用 の 観点か ら追及 し , 以下の 新知見を得た .
1 ･ 培養化 した 内皮鰍 臥 周皮細胞 の 増殖は低酸素に よ り促
進 され た .
2 ･ 内皮細胞 , 周 皮細胞とも に VE G Fm R N Aを 発現 して お
り , 低酸素は 両 者で の V E G FmR N Aレ ベ ル を増 大 させた .
3 ･ 内皮細胞 で は V E G F受容体である ルJ, 躇4, 烏dr の 三
種 の m R N Aす べ て が酸素濃度 に か か わ らず恒常的に 発現 して
お り , そ の 発現程度 ほ 烏dr≫J離 >弗 Jの 順で あ っ た . 一 方 , 周
皮細胞で は JJ≠J m R N Aの 発現が 低酸素 に よ り誘導 され た .
4 . V E G Fm R N A に対する ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド投与に よ り低酸素下 で の 内皮細胞 PN A合成 が有意 に 抑制さ
れ た .
以上 の 結果か ら , 低酸素状態で は 内皮細胞 , 周 皮細胞の 増殖
が誘導され , こ の 誘導に ほ VE G F が オー ト ク リ ン/パ ラ ク リ ン
作用を 介 して 関与 して い る と結論 され た .
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Mecha nis m of Hypo xia･Indu ced Prolifbration of Vascular Cells
- Autocrin e a nd Par aCrin eActions of Vasc ular
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Abstra ct
As a first step towa rd the elucidation of the m echanis mforhypoxia
-induced ang10gen eSis, hu m a n u mbilic al v ein
e ndothelialcells and bovine retin alpericytes w ere c ultured underv ariouso xygen te nsions, andsubjected tothefollowlng
examinatio ns:(1)the gr ow th of the v ascular cels, the key step of angiogenesi , (2)e xpression ofthe ge n e c odingfor
vascular endothelialgrow thfactor(V EGF), a SpeCi丘c mitogenfbr endothelialcells, a ndgen esfor theirr e c eptors, a nd(3)the
effbct ofantisen se oligode oxyribo n ucleotide c o mple mentaryto V EGF mR NA ontheproliftraive ability ofe ndothelialcels･
As a res ult,(1)the n u mber of viable endothelialc ells a nd pericytes w as signific an tlyin cre ased underhypo xic
condidon s. (2)Northe mblot andquamitative rev ers tr an SCripdon-POlym erase chain reaction analyses de m onstrated that
Ⅵ三GF mRN Aispresentin both endothelialc ells and perlCyteS, and thatthe V E G FmRNA levelis slgni 色c andyincr e as ed
underhypoxic c onditions. T he threegenesfbr V EGFr ec eptors,fns
-1ike tyr osin ekinaselVt(1)･ hsJike tyrO Sin ek inase4
Ult4) andkin aseinsertdo m ain- C O ntaining rec eptor(kdr), W ere fo undtobe c onstitutively e xpressed in endothelialcels,
whereas only theJ7tl mR NA w as detected in pericytes under hypoxic conditio ns･ (3) Antise nse oligon ucle otide against
VEGF mR NA signi負cantly in hibited D N Asynthesisin endothelialcells cult ∬ed underhypoxic co nditions･ T beser es ults
indicate that the hypoxia-indu cedpr oliferation of vas cular e ndothelialc ells andperlCyteSis m ediated by aut ∝ rine and
par aCrine acdons of V EGF･
